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A kutatdasok elozménye

A leképezési hibaktol mentes optikai képalkoto eszkozok térbeli feloldasat az alkalmazott
fény hullamhossza és a lencserendszer numerikus apertirdja hatdrozza meg. A diffrakcios
kiiszobnél nagyobb térbeli feloldast elérd technikdkat Osszefoglaloan szuperrezoliacids
modszereknek nevezzikk. E moddszerek fejlesztése ¢és alkalmazasa az élet- és élettelen
tudomanyokban évtizedek 6ta a figyelem kozéppontjaban van.

Az élettelen tudomanyok illetve technika teriiletén ezt a tendenciat jol mutatja az optikai
mikrolitografiai modszerek fejlédése. Moore-torvénye [1] értelmében a feliiletegységre esé
mikroelektronikai eszk6zok szama egy-masfél évente megduplazodik. A piac altal diktalt igények
a legegyszerlibben — még a diffrakcios limit keretei k6zott maradva — a numerikus apertura
novelésével vagy az alkalmazott fény hullamhosszanak csokkentésével elégithetok ki [2-3]. Am
mindkét eljaras a mélységélesség csokkenésével jar, ami er6sen korlatozza a mikroprocesszor
gyartasi technologiajat [4]. Ezért mar az 1990-es években szamos alternativ modszert javasoltak a
feloldas és a mélységélesség egyiittes novelésére, amelyek mar a szuperrezolici6d iranyaba
mutattak. Az OPC (Optical Proximity Correction) eljaras [5], illetve a fazismaszkok (phase
shifting mask) [6] alkalmazasaval a maszkon 1évé struktarak amplitudo/fazis viszonyait
valtoztattak meg. A moddszer technikailag nehezen kivitelezhetd és draga, a litografiai maszkokat
tervez0 mérnokoket nagy kihivas elé allitotta. A maszkok kivilagitasanak modositasa (off-axis
stb.), technikailag egyszeriibb megoldast jelentett [7], de a képmindség javulasa erdsen fliggott a
kutatasi kapacitasokat és anyagi befektetéseket kovetelnek meg, amelyek csak tobb ipari vallalatot
osszefogd konzorciumok (pl. Sematech, USA) 1étrejottével valtak elérhetové.

Az ¢élettudomanyokban hasznalt fluoreszcens optikai mikroszkopok térbeli feloldasat a
hullamhossz csokkentésével nem lehet praktikusan megoldani, mert az ultraibolya tartomanyba
es6 (A < 375 nm) gerjesztés esetén a minta autofluoreszcenciaja és a kromatikus hiba szerepe
jelentdsen megnd. A numerikus apertura immerzids objektivek hasznalataval a 1,5-es, maximalis
értékig novelhetd. Ennek kovetkeztében bioldgiai mintdkban a 250 nm lateralis és 500 nm axialis
méretnél kisebb struktirdkat hagyomanyos optikai mikroszkopokkal nem lehet feloldani.
(Erdemes megjegyezni, hogy a mikrolitografidval szemben a biologiai alkalmazasokban a
mélységélesség csokkenése kifejezetten eldnyds, mert javitja az axialis feloldast [8-9].) Az elmult
idészakban szamos szuperrezolucidos modszert fejlesztettek ki (Stimulated Emission Depletion:
STED, Structured Illumination Microscopy: SIM, Single Molecule Localization Microscopy:
SMLM, stb.) [10-13], amelyek koziil a lokalizaciés mikroszkopiai eljaras (SMLM) biztositja a
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legnagyobb térbeli feloldast. A modszer kifejlesztéséért 2014-ben W. E. Moerner és E. Betzig
megosztva kémiai Nobel-dijat kaptak [14-15]. A lokalizacios mikroszkdpia kifejlesztése idején
(2006) egyetlen optikai elem sem volt optimalizalva a diffrakcios kiiszob alatti térbeli feloldas
eléréséhez. Az elsé szuperrezoluciora tervezett objektivek, spektralis sziir6k és mikroszkopvazak
csak évekkel késobb jelentek meg a piacon. Jelenleg tobb neves mikroszkopgyartd cég is fejleszt
¢s arul lokalizacios mikroszkdpot, és a felvett képek kiértékelésére szamos, szabadon hozzaférhetd
algoritmust dolgoztak ki [16]. A teriileten nagyon éles a verseny: a Google Scholar adatbazis
szerint a ,,superresolution microscopy” teriiletén 2009-ben kétezer, 2019-ben kozel tizenkétezer
cikk jelent meg. Ugyan a lokalizacios mikroszkopiai modszer viszonylag 0j, am a fejlesztési
iranyok tisztan kirajzolodnak. Az SMLM egy fotonszam limitalt technika. A fluoreszcens
molekula tipikusan par ezer fotont képes emittalni, mieldtt Kifakul (bleaching) vagy ujra kikapcsolt
allapotba keriil. E fotonok nagy hatasfoka detektalasdval és megfeleld kiértékelésével
feltérképezhetjiik a fluoreszcens molekuldk kémiai és fizikai kornyezetét, tovabba szamot
adhatunk a molekulak orientacidjardl és mozgékonysagardl [17, 18]. A hardveres fejlesztések
els6sorban a multimodalis (3D, tobbszind, polarizacid-érzékeny) illetve a korrelativ (elektron-,
vagy atomerd mikroszkoppal kombinalt) modszerek irdnyaba toldédnak [19, 20]. Erdemes
megemliteni, hogy a lokalizaciés modszer, a molekuldk egyedi detektdldsa miatt idedlis a minta
kvantitativ kiértékeléséhez. Az elmult években szamos modszert (klaszteranalizis, gépi tanulas
stb.) kezdtek el alkalmazni a szuperrezolucios képek kvantitativ kiértékeléséhez [21].

PhD hallgatoként 1994 és 2000 kozott megszakitasokkal harom évig a houstoni Rice
Egyetemen fejlesztettem koherens és inkoherens tobbszords leképezésen alapulé modszereket a
Texas Instruments Inc. tamogatasaval. E projekt keretében Kozép- és Kelet-Eurdpabol elséként
volt lehetdségiink latogatast tenni a Sematech cégnél. A kifejlesztett technikakat elsésorban optikai
litografiai célokra optimalizaltuk, a témaban sziiletett sajat eredményeim a PhD dolgozatom
gerincét jelentették. Az MTA Doktori dolgozatom 4.1 fejezetében targyalt — a pontatviteli
fiiggvény (Point Spread Function: PSF) kettésen toré lemez segitségével torténd modositasan
alapulo — eredmények még e kutatasok lezarasat jelentik. A Rice Egyetemr6l visszatérve Szegeden
bekapcsolédtam a GE Healthcare altal tdmogatott CT (Computer Tomography) képek
mindségének javitasat célzd projektbe. A kutatdsi témat az optikai tartoméanyra kiterjesztve
fejlesztettiink ki egy ujfajta, izotrop képalkotast biztositdo tomografikus optikai mikroszkopiai
(TOM) modszert. A dolgozat 4.2 fejezetében e fejlesztésben jatszott szerepemet és az elért
eredményeket mutatom be. A kifejlesztett modszerek képesek a térbeli feloldast névelni, de a
molekularis szintli folyamatok kovetésére nem alkalmasak. 2010-ben EPSRC-NPL posztdoktori

Osztondijat nyertem, melynek révén harom évet toltdttem a Cambridge-i Egyetemen és a londoni
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Nemzeti Fizikai Kutatointézetben (NPL). A projekt keretében Anglidban megépitettem az elsé
dSTORM (direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy) [22] elven miikddé lokalizacios
mikroszkopokat. Miutan 2013-ban hazatértem a Szegedi Tudomanyegyetemre, Marie Curie,
Nemzeti Agykutatasi Program, Bolyai Janos kutatoi 0sztondij, GINOP, és OTKA palyazatok
tamogatasaval itthon is épitettem és folyamatosan fejlesztek egy lokalizacios mikroszkopot. A
dolgozatom 6t fejezetében (4.3-4.7) foglalom Gssze a teriileten elért, alkalmazasorientalt fejlesztési
¢és kutatasi eredményeimet. A nemzetk6zi trendet kovetve fejlesztéseink a 3D, polarizacio-
érzékeny és tobbszinii leképezést, valamint a rekonstrualt képek kvantitativ kiértékelését tiizték ki
célul [23].

Végezetiil érdemes megemliteni, hogy 0sszes elonye ellenére a lokalizacios mikroszkopia
még mindig keresi a legalkalmasabb felhasznalasi teriiletet. Az elsd, kifejezetten a modszerhez
kothetd eredmény az aktingytiriik felfedezése és elemzése volt [24]. Jelenleg ugy tlinik, hogy a
pufferfolyadék nélkiili (pl. Points Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography: PAINT)
modszerek [25] alkalmazasa kertiil az el6térbe, amelyek utat nyitnak az él6sejtes mintak leképezése

felé.

Célkitiizések

A dolgozatomban ismertetett munkam altalanos motivacidja az optikai leképezés
mindségének, elsésorban a térbeli feloldasnak a javitasa volt. A kidolgozott mdodszereket mindig
igyekeztem tényleges biologiai probléméak megoldasara hasznélni, illetve tobb esetben éppen a
biologus kollégdk altal felvetett problémak inspirdltdk a fejlesztéseket. Az altalanosan

megfogalmazott motivacion beliil a kovetkezd specifikus célokat tliztem ki:

. Szimulacioval és kisérletekkel kivanom megvizsgalni, hogy egy kettdsen tord lemezen
val¢6 atfokuszalas hogyan és milyen mértékben valtoztatja meg a PSF-et. Megvizsgalom, mennyire
lehet fiiggetleniil létrehozni a merdleges polarizacidés allapotokhoz tartoz6 ordindrius és
extraordinarius fokuszokat. Egy sajat tervezésli konfokalis mikroszkopot épitek, amellyel
kisérletileg kiértékelem a modszer alkalmazhatdsagat a mélységélesség novelésére. Eljarast
dolgozok ki radidlisan és azimutélisan polarizalt nyalabok generalasara.

o Egy tomografikus elven miik6dd, vonalpasztazé optikai mikroszkdprendszert (LSTOM)
fejlesztek ki, amelyben a latotér méretét nem korlatozza a nyalab diffrakcidja és a rekonstrualt kép
térbeli feloldasa homogén. A nyalab forgatdsa sordn fellépd kovalygasi hiba kikiiszobolésére egy
eltolas-invarians kettosen tor0 lemezt tervezek hasznalni, és az elrendezést szimulaciokkal és

kisérletekkel kivanom tesztelni.
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. Egyedi modalitdsokkal (tetszéleges iranyt kivilagitds, 3D, tobbszinli leképezés)
rendelkez6 lokalizacios mikroszkdprendszereket fejlesztek, tesztelek és alkalmazok orvosi €s
biologiai mintak vizsgalatara. A hardveres fejlesztéseken tul egy lokalizacios kodot is kidolgozok.
J A lokalizéacios mikroszkop szimuléciojara, a lehetséges miitermékek vizsgalatara alkalmas
kodot fejlesztek Ki. Osszehasonlitd kisérleti és szimuldcids vizsgalatokat végzek a miitermékek
jellemzésére és lehetséges kikiiszoboléstikre.

. Egy olyan multimodalis lokalizaciés rendszert fejlesztek ki, amely a 2D SMLM képek
mindségi romléasa nélkiil képes 3D, polarizacio-érzékeny és tobbszinil leképezés megvaldsitasara.
. Egy kettdsen toré lemez alkalmazaséan alapuld polarizacid-érzékeny dSTORM modszert
fejlesztek ki, amely a latotér csokkentése nélkiil képes az egyedi fluoreszcens molekulak
. A szuperrezolucios képek kvantitativ kiértékeléséhez értékmérdket adok meg, és
protokollokat dolgozok ki ezen értékmérdk meghatarozasahoz. A kiértékeld rutinokat tesztelem és
beépitem a lokalizaciés kodba.

J Anizotropia mérésére alkalmas TIRF (Total Internal Reflection Microscopy) és EPI
kivilagitasu fluoreszcens mikroszkoprendszert fejlesztek, kalibralok és alkalmazok, pl. fehérjék

dimerizécidjanak kovetésére.

Vizsgalati modszerek

Dolgozatom jelentds részben kisérleti munkat foglal 6ssze. Az elért eredmények dontd
részEt sajat fejlesztésii optikai rendszerekkel értem el. A rendszerek tervezése, optimalizalésa,
tényleges Osszeépitése, tesztelése és alkalmazasa a dolgozatom gerincét jelentik. A vezérléshez,
adatgylijtéshez és kiértékeléshez irt kodok szintén az eredményekhez tartoznak, ezért ezeket is a

dolgozatban részletezem.

Uj tudomdnyos eredmények

. Egytengelyii, kettésen toro lemezen dtfokuszalt nyalabok elméleti és kisérleti vizsgalata

témakorben megfogalmazott tézispontjaim:

1.  Egytengelyl, kettdsen tord lemezen atfokuszalt nyaldbokra megvizsgaltam az ordinarius és

extraordinarius fokuszok kozotti athallast abban az esetben, amikor a kristaly optikai tengelye a
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lemez sikjaban van. Megallapitottam, hogy sikban polarizalt nyaldbbal a fokuszok nem
gerjeszthetOk egymastol fliggetleniil. Az athallas két {6 okanak a fokuszalo objektiv
depolarizaciojat és a kettésen toré lemezt jellemzé szkiodrom polarizacios vektorok kidélését
jeloltem meg. A két hatas tipikusan ellentétes irdnyu, ami noveli az athallas mértékét (=10%, 0,5
numerikus apertira esetén). A hiba csOkkentésére katadioptrikus rendszer alkalmazasat
javasoltam, és szimulaciokkal megmutattam, hogy az athallas 2%-ra cs6kkenthetd. A numerikus
apertura fliggvényében szerzétarsaimmal kozosen megvizsgaltam az optikai aberraciok mértékét.
Megallapitottam, hogy a torzulasok 0,1 numerikus apertura felett mar jelentossé valnak, ezért
feddlemezre korrigélt objektiveket kell hasznalni. Egy sajat fejlesztést konfokalis mikroszkoppal
kisérletileg megmutattam, hogy a lefokuszalt nyalab utjdba optimalizalt vastagsagi és
orientaltsagu, kettésen tord lemezt helyezve a leképezés mélységélessége tobb mint 100%-kal

novelhetd, mikdzben a lateralis feloldas csupan 10%-kal csokken.
A tézisponthoz tartozo6 publikaciok: [T1, T2, T3]

2.  Elméleti és kisérleti vizsgalatokkal megmutattam, hogy megfeleléen optimalizalt kettésen
toré lemezzel (amikor a kristaly optikai tengelye merdleges a lemez sikjara), a radidlisan és
azimutalisan polaros komponensek szétvalaszthatok. Térbeli sziiréssel a két komponenst nagy
hatékonysaggal tudtam szétvalasztani. A javasolt optikai rendszert egy fazislemezzel kiegészitve
a beesd, cirkularisan polarizalt nyalabot gyakorlatilag fényveszteség nélkiil m=1 topologiai toltést,

radidlisan vagy azimutalisan polarizalt nyalabba alakitottam.
A tézisponthoz tartozé publikaciok: [T4]

. Tomografikus elven miikodé vonalpdsztazo optikai mikroszkoprendszer (LSTOM)

fejlesztése téemakorben megfogalmazott tézispontjaim:

3. Egy ujfajta, vonalpasztazason alapulé tomografikus képrekonstrukciods optikai elrendezést
dolgoztam ki, amiben a pasztazas iranya mer6leges a vonalra és a nyalab optikai tengelyére.
Témavezetésemmel megmutattuk, hogy az elrendezésnek kOszonhetéen — a hagyomanyos
transzmisszios geometridkkal szemben — a latotér méretét a nyaldb diffrakcidja elvileg nem
korlatozza, a rekonstrualt kép térbeli feloldasa homogén és izotrop. Megvizsgaltam, hogyan fiigg
a rekonstrualt képek mindsége a szinogramok felvételénél beallitott paraméterektdl, és
megmutattam, hogy vonalpasztizds miatt az LSTOM =20%-os térbeli feloldasjavulast
eredményez. Szakmai vezetésemmel tarsszerzOimmel kozésen megépitettiik és teszteltiik a

javasolt LSTOM optikai rendszert reflektiv és fluoreszcens mintak vizsgalatara, nyalab- és
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mintapasztazas alkalmazasaval konfokalis lizemmodban. A nyaldb forgatasa soran fellépd
kovalygasi hiba korrekcidjara egy valods idejii mérési elrendezést javasoltam. A rendszer térbeli

feloldasat Richardson tesztmintaval ellendrizve a feloldast ~15%-kal sikeriilt novelni.

A tézisponthoz tartozo publikaciok: [T5, T6, T7]

4.  Kidolgoztam egy ujfajta modszert az LSTOM mikroszkophoz alkalmazhaté pasztazo nyalab
tisztan eltolas-invarians optikai elemekkel (polarizatorral és kettdsen toré lemezzel) torténd
generalasara ¢s forgatdsara a kovalygasbol adodo hibak kikiiszobolésére. Szamitdgépes
szimulacioval megterveztem ¢€s optimalizaltam a mikroszkoprendszert, és szakmai vezetésemmel
kisérletileg megmutattuk, hogy asztigmia bevezetésével a TOM mikroszkopban vonalpasztazasra
hasznalhat6 a modositott pontatviteli fliggvény. A pasztazo nyalab félértékszélességére kisérletileg

kapott 0,495 um jo egyezést mutatott az elméleti 0,487 um értékkel.

A tézisponthoz tartoz6 publikaciok: [T8]

. Lokalizdacios mikroszkdprendszerek tervezése, fejlesztése és alkalmazdsa témakorben

megfogalmazott tézispontjaim:

5.  Egyedi sajatsagokkal rendelkez6 dSTORM szuperrezolucidos mikroszkoprendszereket
épitettem és  optimalizaltam. A  rendszereket alkalmassa tettem EPI-HILO-TIRF
kivilagitasra/gerjesztésre, 3D és tobbszini ASTORM felvételek készitésére. Optimalizaltam és
teszteltem a mikroszkopokat, és szamos alkalmazason keresztiil kisérletileg megmutattam, hogy a
térbeli feloldds 20 nm ald csokkenthetd. Az Allan Variance modszerrel meghataroztam a
mikroszkop stabilitasat és kiilonvalasztottam a minta és a rendszer altal bevezetett hibakat. A
stabilitdsi vizsgalatok megmutattak, hogy a rendszerhez kothetd optimalis 400-600 ms-0s
integralasi 1d6 egy nagysagrenddel hosszabb, mint a dSTORM technikaban tipikusan alkalmazott
expozicios idok. Szimulaciokat és kisérleteket végeztem a rendszerben fellépd lateralis kromatikus
hiba eredetének és mértékének meghatarozasara. Megallapitottam, hogy a hiba elsddleges forrasa
a mikroszkopobjektiv, a mértéke kisebb, mint a diffrakcidlimitalt feloldasi kiiszob, de a latotér
sz¢élén meghaladhatja a 100 nm-t. Tarsszerz6immel kézosen elséként mutattuk meg, hogy a
és in-vitro korilmények kozott. A kisérletek bizonyitottak azt a hipotézist, hogy az APi-4o0 és

AP1-42 fehérjék endocitozissal be- illetve visszakeriilhetnek a sejtekbe, ahol aggregalddnak.
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A tézisponthoz tartozo publikaciok: [T9, T10, T11, T12, T13]

6. Egy szabadon hozzaférhet6, egyedi lehetéségekkel rendelkezé lokalizacios kodot
(rainSTORM) fejlesztettem Ki szerzétarsaimmal kozosen a felvett dSTORM adatok
feldolgozasara, a szuperrezoluciés képek vizualizacidjara €s kvantitativ elemzésére. A program
képes klaszter analizist végezni a végsé szuperrezolucids képeken, markerek hasznalata nélkiil
2D-ben korrigélni a mérés soran fellépd lateralis driftet, és trajektoria-illesztéssel 6sszekotni az
egymast kovetd képkockdkon az ugyanazon molekuldhoz tartozé felvillandsokat. A program a
kisztirt lokalizaciokbol is képes képet alkotni, segitve ezzel a lehetséges miitermékek okainak
meghatarozasat. Fluoreszcens mikrogdmbok leképezésén alapuld kalibracios eljarast adtam meg

és épitettem be a lokalizacios kodba a kromatikus hiba kikiiszobolésére.

A tézisponthoz tartozo publikaciok: [T13, T14, T15]

. A lokalizacios mikroszkopiaban jelentkezd miitermékek vizsgalata és lehetséges
kikiiszobolésiik témakiorben megfogalmazott tézispontom:
7.  Elsoként fejlesztettem Ki egy univerzalis, a teljes SMLM mikroszkoprendszer szimulaciojara
alkalmas kodot. A szerzétarsaimmal kdzosen megirt testSTORM program az egyedi fluoreszcens
molekulak képeit (PSF) skalar- vagy vektor-diffrakciés modellel szamolja, 2D vagy 3D
(asztigmias) esetben. Tobbszinll leképezésnél figyelembe veszi a spektralis athallast. Magas
autofluoreszcencia vagy nem specifikus jeldlés figyelembevételéhez strukturalt hattérrel terheli a
érzékeny detektalashoz definialni lehet a festékek kotési paramétereit (a linker hosszat és
iranyitottsagat). A kod segitségével optimalizalhatok a kritikus paraméterek és meghatarozhat6 a
veégsO kép paraméterfliggése (process window). A kdod hasznalata gyorsabbd, egyszerlibbé és
olcsobba teszi az elékésziileti munkat. Az SMLM mikroszképiaban megjelend mitermékeket
eredetiik (minta, mikroszkop és algoritmus) szerint harom csoportba soroltam, majd elemeztem az
egyes hibak hatdsat a végsé nagyfeloldasu képekre. Megvizsgéltam és javaslatot tettem a
lehetséges kompenzacios lehetOségekre. A program segitségével alatdmasztottam azt a
feltételezést, hogy a dASTORM technikdban a vezikulak leképezésénél gyakran megjelend, a

vezikuldkat 6sszekotd hidak miitermékek, a vezikulak a valosagban nincsenek dsszekotve.
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A tézisponthoz tartozo publikaciok: [T16, T17, T18, T19, T20]

. Multimodalis  lokalizacios mddszerek  fejlesztése  témakiorben  megfogalmazott

tézispontjaim:

8.  Egykettdsen tord lemez alkalmazasan alapul6 wjfajta polarizacid-érzékeny SMLM modszert
dolgoztam ki. Az elrendezés akromatikus, a két fokuszpontot hullamhossztol fliggetleniil (<10%
valtozas) szeparalja. A lemez eltolas-invarians €s egyenes latasu, ezért konnyl beallitani, gyorsan
lehet valtani a hagyomanyos 2D ¢s a polarizacio-érzékeny modalitasok kozott. A modszer — mas
polarizacios eljarasokkal szemben — nem csokkenti a latoteret, az alkalmazott EMCCD kamera
teljes detektorfeliilete hasznalhato. A megépitett rendszert szerzétarsaimmal kézosen kisérletileg
teszteltiik phalloidin-AF647 festékkel jelolt aktin- és ThT-vel jelolt inzulinszalak leképezésével,
¢s a mérési eredmények alapjan meghataroztuk a szalakhoz kotott festékmolekulak polarizacios

fokat.

A tézisponthoz tartoz6 publikaciok: [T21]

9.  Egy kettds-objektiv elrendezésen alapulo ujfajta eljarast javasoltam és dolgoztam Ki, amely
az eredeti 2D SMLM képek mindségi romlasa nélkiil képes 3D, polarizacio-érzékeny €s tobbszinii
leképezés megvalositasara. Az OSLO szimulaciés programmal elvégeztem az elsddleges ¢€s
masodlagos képek Osszehasonlitdé elemzését. Témavezetésemmel fluoreszcens festékkel jelolt
aktinszalak leképezésével kisérletileg is megmutattuk, hogy a masodlagos fotonok segitségével
megfeleld mindségli szuperrezoliicids képeket lehet felvenni. A 3D asztigmias, a 3D biplane és a
tobbszinli modalitasok kisérleti megvalosithatosagat szarkomer és fluoreszcens mikrogombdoket

alkalmazva mutattam meg.

A tézisponthoz tartoz6 publikaciok: [T22]

. Lokalizacios adatok kvantitativ kiértékelése témakorben megfogalmazott tézispontjaim:
10. DNS szalak kettos-torési helyeirdl felvett dASTORM szuperrezolucids képek kvantitativ
elemzését végeztem el. Az adott jelolési protokoll mellett kisérletek alapjan témavezetésemmel

meghataroztuk, hogy egy jelzett y-H2AX molekula atlagosan mennyi felvillanast eredményez a

szuperrezollicios adatsorban, azaz megadtuk a rendszer valaszfiiggvényét. A kiértékeléshez



dc_1765_20

sziikséges algoritmusok (trajektoria-illesztés, klaszteranalizis) beépitésre keriiltek a rainSTORM
lokalizacios programba. Az eredmények ramutattak, hogy a teljes sejtmagra kiterjedd
klaszteranalizis lehetdséget ad a fokuszok és az azokat alkotd nanofokuszok térbeli eloszlasanak,
méretének ¢és a benniik 1évé y-H2AX molekulak szdmanak meghatarozasara. A mérések
megmutattak, hogy az egyes fokuszokban 1évo y-H2AX molekuldk szama egyenesen aranyos a
klasztermérettel, azaz a rendszer kalibralasaval a klaszterméretb6l (aminek a meghatarozasahoz
nem feltétleniil sziikséges szuperrezoluciés mikroszkopia) megadhaté a y-H2AX molekulak
szama. A TestSTORM szimulaciok megmutattdk, hogy a 2D mérések kiértékelésével kapott

eredmények jo egyezést mutatnak a tényleges 3D strukturdk valodi paramétereivel.

A tézisponthoz tartozé publikaciok [T23, T24]

11. A Drosophila repiiléizmanak alapegységét jelenté szarkomer 27 fontosabb fehérjéjének
5-10 nm pontossaggal. A szakmai iranyitasommal felvett képeket harom tipusba soroltuk, és a
kiilonb6z6 struktirdkat jellemzO geometriai paraméterek (rés szélessége, vonal szélessége,
vonalak tavolsaga) megadasanal figyelembe vettikk a jel6lésnél hasznalt antitestek jellemzd

méretét és a lokalizécios pontossagot.
A tézisponthoz tartozé publikaciok [T25]
. Fluoreszcens anizotropids vizsgdlatok témakirben megfogalmazott tézispontom:

12. Idoatlagolt fluoreszcencia anizotropia mérésére alkalmas feltétet terveztem ¢€s €pitettem egy
gyari mikroszkophoz. A rendszert egyedi modon gy terveztem, hogy gyors valtasra legyen
alkalmas EPI és TIRF gerjesztési modok kozott. Egy ujfajta protokollt fejlesztettem ki TIRF
kivilagitas esetén az S polarizacids gerjesztés pontos beallitadsara. Megbecsiiltem a polarizacids
athallasbol szdrmaz6 depolarizacid fokat. A kapott érték jobb egyezést mutatott a kisérletekkel,
mint a kordbban mas szerzOk altal publikalt becslések, ezért a kiértékelésnél a sajat korrekcios
faktort hasznaltam. Szoftvert fejlesztettem a polarizacios képek regisztralasara, a depolarizaltsag
és a G-faktor figyelembevételével a fluoreszcencia anizotropia kiszadmitasara. A kifejlesztett
rendszerrel a P2Y'1 fehérjék dimerizacidjanak idébeli lefutasat vizsgaltam. A mérés soran EPI és
TIRF kivilagitasok kozott valtva fluoreszencia anizotropiat mértem. A fehérjéket (P2Y1)
fluoreszcens fehérjével (mTFP) jelolve a ,red-edge” gerjesztéssel kiilon tudtam valasztani a
forgasbol és a FRET-bdl (Fluorescence Resonance Energy Transfer) ered6 anizotropia valtozast,

€s megmutattam, hogy a dimerekben az anizotropia dontd részben a fluoreszcens molekuldk kozott
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fellépd HOMO-FRET miatt csokken. E csokkenést térben szepardlva mértem a sejtmembranban
(TIRF) és a sejten beliil (EPI). Az anizotropiat 2-4%-os relativ pontossdggal mérve a
sejtmembranban a dimer/monomer aranyt 45+20%-nak becsiiltem, ahol a hibat az egyedi sejtek

kozott mért értékek szorasa okozta.

A tézisponthoz tartozo publikaciok: [T26, T27, T28]

Az eredmények hasznositisa

A kifejlesztett modszerek, eszkdzok és programok kozvetleniil alkalmazhatok fluoreszcens
bioldgiai mintak nagy (<10 nm) térbeli feloldast leképezésére. A mddszerek jellegiiknél fogva
alkalmasak sejtekben lezajlo biokémiai folyamatok egymolekula szintli kvetésére. A dolgozatban
szamos kozvetlen példaval tdmasztom ala, hogy az elért eredményeket mar mas, fiiggetlen
kutatocsoportok is alkalmazzak. A kifejlesztett programok szabadon letolthetdk €s futtathatok. A
dolgozatban ismertetett szegedi mikroszkoprendszer az altalam vezetett AdOptIm kutatdcsoport
kezelésében varja az egyiittmiikodd partnereket. Jelenleg tobb mint tiz kutatdcsoporttal allunk
szoros szakmai kapcsolatban.

A kettosen tord lemez segitségével torténd PSF manipulacid a polarizacios dASTORM
modszerben kozvetleniil felhasznalasra kertilt. A radialisan polarizalt nyalab generdlasara javasolt
eljaras a STED szuperrezoliciés modszernél alkalmazhat6.

A tomografikus optikai mikroszkoprendszert szabadalmaztattuk, de az elmult évtizedben
az SMLM/STED/SIM szuperrezolucios modszerek fejlesztése és alkalmazasa keriilt a kutatas és

a kutatok figyelmének kézéppontjéba.
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